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RESUMEN 
La urolitiasis es una condición caracterizada por la presencia de cálculos en el aparato urinario 
cuyo tratamiento disponible no es efectivo o presenta efectos secundarios adversos. Es un 
padecimiento en el cual existe el riesgo de desarrollar complicaciones importantes tales 
como infecciones urinarias en las que en algunos casos, el agente etiológico ha desarrollado 
mecanismos de resistencia en contra de antibióticos, dificultando su tratamiento. Por otra 
parte, diversos estudios sugieren que las reacciones que generan radicales libres juegan un 
papel muy importante como una de las causas de la urolitiasis. Las plantas medicinales 
contienen constituyentes químicos que pueden ofrecer un tratamiento alterno efectivo y 
seguro frente a la urolitiasis, infecciones del tracto urinario y al estrés oxidativo. En el 
presente trabajo se evaluó la actividad antiurolítica, antimicrobiana, capacidad de captura 
de radicales libres, toxicidad y composición fitoquímica del extracto metanólico de B. 
trifoliata, utilizando técnicas tanto  in vitro e  in vivo. En cuanto a resultados, se obtuvo un 
rendimiento por parte del extracto de 5.40 % p/p; El extracto en estudio inhibió in vitro 93 
± 0.01 % la nucleación de cristales a una concentración de 1000 μg/mL, en tanto que  in 
vivo redujo significativamente la formación de cálculos. Así mismo exhibió capacidad de 
captura de radicales libres con una CE50 de 12.84 μg/mL; no presentó actividad 
antimicrobiana frente a aislados clínicos responsables de infecciones en tracto urinario; 
referente a toxicidad presentó una DL50 de 925 μg/mL. En consideración a su composición 
fitoquímica se determinó la presencia de compuestos y grupos funcionales tales como: 
carbohidratos, cumarinas, dobles enlaces, flavonoides, grupos carboxilo, 
sesquiterpenlactonas, alcaloides y taninos. 
 
 
 
 
 
 
VIII 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Urolithiasis is a condition characterized by the presence of stones in the urinary tract whose 
treatment is ineffective or has adverse side effects. It is also a condition in which there is a 
risk of developing important complications such as urinary infections in which, in some 
cases, the etiological agent has developed mechanisms of resistance against antibiotics, 
making it difficult to treat. On the other hand, several studies suggest that the reactions that 
generate free radicals play a very important role as one of the causes of urolithiasis. 
Medicinal plants contain chemical constituents that can offer effective and safe alternative 
treatment against urolithiasis, urinary tract infections, and oxidative stress. In the present 
study the anti-lytic activity, antimicrobial, free radical capture capacity, toxicity, and 
phytochemical composition of the methanolic extract of B. trifoliata were evaluated, using 
both in vitro and in vivo techniques. In terms of results, a yield was obtained from the 
extract of 5.40% w/w; The extract under study inhibited in vitro 93 ± 0.01% crystal 
nucleation at a concentration of 1000 μg/mL, while in vivo, it significantly reduced the 
formation of calculi. It also exhibited free radical capture capacity with an EC 50 of 12.84 
μg/mL; and did not present antimicrobial activity against clinical isolates responsible for 
infections in the urinary tract; In terms of toxicity, it presented a LD50 of 925 μg/mL. As 
regards its phytochemical composition, the presence of compounds and functional groups 
such as carbohydrates, coumarins, double bonds, flavonoids, carboxyl groups, 
sesquiterpenlactones, alkaloids and tannins was determined. 
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1.- INTRODUCCIÓN 
La urolitiasis, también denominada litiasis renal o nefrolitiasis, es una condición 
caracterizada por la presencia de cálculos en el aparato urinario superior. La formación de 
un cálculo se debe a un nivel de sobresaturación de la concentración de los componentes de 
la orina en el que resulta imposible su solubilización (González, 2009). 
La urolitiasis es el tercer padecimiento más común del tracto urinario, y debido a su 
magnitud representa un serio problema de salud pública. Este padecimiento afecta a 
la población dependiendo de la zona geográfica y de las condiciones 
socioeconómicas; en Asia el factor de riesgo a padecerlo va del 2-5 %, en Europa y 
América 8-15 % y en Medio Oriente alrededor de un 20 %. Se manifiesta 
habitualmente en forma de crisis reiteradas de cólico renal y genera un elevado 
número de consultas médicas y de ingresos hospitalarios, por lo tanto representa una 
gran repercusión económica y social. El riesgo promedio de formación de cálculos en 
la población oscila entre el 10-23% al año, 50 % en 5-10 años y 75% en 20 años. Con 
la posibilidad de desarrollar complicaciones importantes y frecuentes, como infección 
urinaria y sepsis, obstrucción urinaria y anuria, fracaso renal agudo o insuficiencia 
renal crónica (Khan et al., 2011; Martínez, 2012).  
 
El manejo quirúrgico de la urolitiasis incluye diversos procedimientos, los cuales 
causan diversos efectos secundarios, tales como: daño renal, disminución de la 
función renal, aumento en el índice de recurrencia en la formación de cálculos, 
aunado al riesgo de desarrollar una infección. A pesar de los grandes avances en el 
área de la medicina, no se dispone actualmente de algún fármaco eficaz para el 
tratamiento de los cálculos renales (Patel, et al., 2012). Debido a los diversos factores 
involucrados en la patogénesis de la urolitiasis, se requieren agentes que posean 
actividades diversas tales como antiespasmódica, antioxidante y antiinflamatoria por 
mencionar algunas (Khan, et al., 2012). 
 
Diversos estudios sugieren que múltiples efectos en las reacciones fisiológicas 
generan radicales libres, los cuales juegan un papel importante en la formación de 
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cálculos renales. Bajo ciertas condiciones patológicas la formación de radicales libres 
se incrementa, disminuyendo las defensas antioxidantes de las células, lo que 
eventualmente da lugar a daño celular oxidativo (Ramasamy, 2002). La formación de 
cálculos renales puede ser la causa en el daño celular de la membrana, ya que de esta 
manera se facilita la fijación y acumulación de cristales, dando lugar a la formación 
del urolito (Grases, et al., 1998).  
Por otro lado, la litiasis renal favorece la incidencia de infecciones urinarias, ya que 
obstruye el flujo de la orina y por lo tanto favorece las condiciones para el 
crecimiento bacteriano (Zanetti,  et al., 2008).  
Este tipo de infecciones del tracto urinario (ITU) son ocasionadas por 
microorganismos patógenos, de los cuales del 80% al 90% de estas infecciones son 
causadas por bacterias. En más del 95% de los casos, un microorganismo es el 
responsable de la ITU; el agente etiológico más frecuente es Escherichia coli, 
responsable del 75% a 80% de casos; el 20% a 25% restante incluye 
microorganismos tales como: Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis, 
Proteus vulgaris, Klebsiella sp., Streptococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa 
(Echeverria, et al., 2006). Existen diversos microorganismos, entre ellos algunas 
bacterias que han desarrollado diferentes mecanismos de defensa en contra de los 
agentes antimicrobianos, lo que se conoce como resistencia, que dificulta el 
tratamiento de las infecciones del tracto urinario. Ésta resistencia ha contribuido a la 
búsqueda de nuevos agentes antimicrobianos (Anjana, et al., 2009). 
Las plantas medicinales son una alternativa terapéutica al no causar o ser menores los 
efectos secundarios adversos comparado con algunos fármacos sintéticos, además de 
ser más accesibles para la población. Éstas contienen múltiples constituyentes 
químicos que pueden ofrecer un tratamiento efectivo y seguro tanto para la urolitiasis 
e infecciones del tracto urinario, aunado a esto algunas contienen concentraciones 
relevantes de metabolitos secundarios con actividad antioxidante que protegen al 
organismo del estrés oxidativo. 
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2.- ANTECEDENTES 
2.1.- Urolitiasis 
La urolitiasis es una condición caracterizada por la presencia de cálculos en el aparato 
urinario superior, es consecuencia de complejos procesos fisicoquímicos que se 
resumen en tres etapas importantes denominadas nucleación, crecimiento y 
agregación (Atmani., 2000). La urolitiasis inicia con la formación de un cristal litiásico 
y el cual finalmente da como resultado la formación de un cálculo renal. Dicho 
cálculo se forma cuando la orina se encuentra sobresaturada con respecto a sus 
constituyentes cristalinos lo cual se puede presentar por una serie de factores entre los 
que se destacan la concentración, sobre excreción, alteración de la fuerza iónica de 
los solutos factibles a cristalizar y pH urinario (Patel, et al., 2012). 
 
La orina es una solución en la que existen sustancias tales como: sales de calcio, 
oxalato, ácido úrico, fosfato y cistina, dependiendo de su concentración, cada 
sustancia puede alcanzar diversas situaciones en cuanto a su saturación. Cuando las 
sustancias están en bajas concentraciones, la orina está infrasaturada; si la 
concentración de los componentes antes mencionados se incrementan 
progresivamente se alcanza un punto denominado sobresaturación urinaria 
(González, 2009). Ésta última da lugar a la formación de cristales debido a la 
combinación de los iones en solución lo cual propicia la formación de una fase sólida, 
proceso denominado nucleación, la cual puede ser de dos tipos: homogénea cuando 
los componentes del cristal se unen entre sí y heterogénea cuando la fijación y 
orientación de los componentes cristalinos se presenta sobre la superficie de otro 
cristal; posterior a éste proceso se lleva a cabo el crecimiento del cristal y finalmente 
agregación de otros cristales (Gamarra, et al., 2003). 
 
La litiasis urinaria es una enfermedad multifactorial cuya etiología implica aspectos 
epidemiológicos, raciales, geográficos y hereditarios. (Khan et al., 2012). Las 
personas de raza blanca tienen mayor probabilidad de padecer litiasis renal, así como 
4 
 
cuando viven o laboran en climas cálidos. Según datos recientes, ésta enfermedad se 
incrementa por herencia hasta en un 45%.  (González, 2009). 
 
Este padecimiento ha afectado a la humanidad a lo largo de la historia (Gürocak, 
2006). Se tiene registro de diversos hallazgos arqueológicos, como el papiro de 
Ebers, en los que se hace referencia al tratamiento de enfermedades del tracto 
urinario, incluyendo cólico renal y extracción de cálculos (Eknoyan, 2004).   
 
Hipócrates en el siglo IV a.C fue el primer médico occidental en referir la dificultad 
para orinar que solía presentarse en varones de edad avanzada a causa de cálculos y 
abscesos renales, a lo que denominó mal de piedra (Gürocak, 2006). En 1901, el 
arqueólogo inglés E. Smith encontró una momia egipcia que data del año 4800 a.C 
con litiasis en vejiga urinaria (López, 2010).  
 
La prevalencia de litiasis en el mundo contemporáneo varía de acuerdo a la localidad. 
Estudios epidemiológicos revelan que afecta principalmente a países desarrollados 
observándose un aumento significativo en la incidencia y prevalencia en los últimos 
años (Knoll, 2010; Patel, 2011). La franja etaria más afectada es de 20 a 40 años con 
un predominio mayor en hombres que en mujeres con 12 % y 6 % respectivamente. 
Su tasa recidiva es alta; a los 5 años de un primer episodio litiásico un 50% de los 
pacientes ha recaído; la mitad de los individuos sufrirán nueva crisis litiásica en un 
plazo inferior a 5 años, el 60 % a los 8 y a los 25 años la cifra puede ser del 90 % 
(Gürocak, 2006; Ramesh, 2012). 
 
En México se han realizado pocos estudios epidemiológicos sobre la urolitiasis. Este 
padecimiento representa el 13 % de las hospitalizaciones por enfermedad renal en el 
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Otra encuesta nacional efectuada en 
este mismo instituto reportó una prevalencia de 2.4 casos de urolitiasis por cada 10 
000 habitantes derechohabientes de los estados de Yucatán, Puebla y Quintana Roo 
como áreas endémicas (Medina, et al., 2002). 
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En la actualidad se disponen de técnicas para la extracción de cálculos renales tales 
como: la litotricia extracorpórea por ondas de choque, ureteroscopia para cálculo y 
nefrolitotomía percutánea, sin embargo, son procedimientos quirúrgicos que pueden 
tener diversos efectos secundarios (Ramesh, 2012), tales como: hipertensión, 
insuficiencia renal, hematuria, pancreatitis, infecciones y fragmentos residuales 
persistentes que pueden dar lugar a la formación de nuevos cálculos; por otra parte no 
existe un fármaco eficaz para el tratamiento de esta patología (Khan, 2011; Atmani, 
2000). 
A lo largo de la historia de la humanidad las plantas han sido utilizadas para el 
tratamiento de patologías diversas, algunas de ellas han demostrado ser eficaces para 
el tratamiento de la urolitiasis (Gürocak, 2006).  Lo anterior es debido a que 
contienen metabolitos secundarios, que poseen diversas actividades biológicas que 
ayudan al tratamiento de la urolitiasis (Khan, et al., 2011). 
A este respecto, se realizó un estudio in vitro donde evaluaron la actividad 
antiurolítica del extracto etanólico de las semillas de Celosia argéntea, el cual resultó 
ser efectivo, ya que inhibió la formación de precipitados de calcio y fosfato (Patel, et 
al., 2011). 
En otra investigación se evaluó la actividad antiurolítica del extracto acuoso y 
clorofórmico de Sellaginella lepidophylla, en donde los resultados sugieren que 
ambos extractos presentaron dicha actividad biológica (Estévez, 2009), 
Ramesh, et. al., en el 2012, evaluaron in vitro la actividad antiurolítica de los 
extractos metanólicos de Nymphea odorata y Dolichos lablab. En donde los 
resultados mostraron que N. odorata presentó mayor actividad comparada con D. 
lablab (Ramesh, et al., 2012). 
Por otra parte Khan, et al., 2012, evaluaron el efecto antiurolítico de Holarrhena 
antidysenterica con técnicas  in vitro e in vivo mediante las cuales se demostró que el 
extracto presentó actividad biológica significativa contra la formación de cálculos 
(Khan, et al., 2012). 
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En otro estudio se determinó que el extracto crudo de Origanum vulgare presentó 
actividad antiurolítica tanto in vivo como in vitro (Khan, et al., 2011), 
Debido a lo anterior, en el presente trabajo de investigación se decidió evaluar la 
actividad antiurolítica de Berberis trifoliata tanto en un modelo in vitro así como in 
vivo, cabe mencionar que no se encontraron referencias científicas que sustenten 
dicha actividad, sin embrago, existen reportes en la medicina tradicional para el 
tratamiento de la litiasis. 
2.2.- Radicales libres y antioxidantes 
Un radical libre es una especie química que contiene un electrón desapareado en su 
orbital más externo. A consecuencia de poseer tal configuración, presenta un alto 
grado de inestabilidad, confiriéndole reactividad oxidante para otras especies 
químicas que se encuentren cercanas las cuales reaccionan rápidamente con esta 
especie formando otros radicales libres por reacciones químicas en cadena (Emin, 
2012; Maldonado,  et al., 2010). 
El organismo en sus procesos fisiológicos, tales como: el metabolismo de los 
alimentos, la respiración y el ejercicio produce radicales libres, o bien son generados 
por factores ambientales como la contaminación industrial, el tabaco, la radiación, los 
medicamentos, los aditivos químicos en alimentos procesados y los pesticidas 
(Grases, et al., 1998). 
Actualmente se aplica el término de especies reactivas del oxígeno (ROS, por sus 
siglas en inglés) a las moléculas radicales y no radicales que son agentes oxidantes 
y/o que son fácilmente convertidos a radicales. Recientemente existen evidencias que 
permiten afirmar que los radicales libres y el conjunto de especies reactivas que se les 
asocian juegan un papel central en nuestro equilibrio homeostático. Sin embargo 
cuando las especies reactivas del oxígeno sobrepasan las defensas antioxidantes de la 
célula se produce estrés oxidativo (Gutierrez, 2006), éste puede ocasionar daño a 
estructuras celulares, ácidos nucleícos, lípidos y proteínas (Valko, et al., 2007). El 
estrés oxidativo se presenta en diversos estados patológicos en los cuales se altera la 
funcionalidad celular, contribuyendo al desarrollo de patologías diversas tales como: 
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aterosclerosis, cardiomiopatías, enfermedades neurológicas, cáncer y litiasis renal 
(Avello and Suwalsky, 2006). 
A este respecto, un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar los radicales 
libres, mediante la liberación de electrones que son captados de manera natural por 
éstos evitando su acción nociva (Avello and Suwalski, 2006), pero en algunas 
situaciones como momentos de estrés, alimentación inadecuada, enfermedad o 
depresión, su producción es insuficiente por esto es recomendable el aporte exógeno 
de antioxidantes (Stevens, 2003). 
La búsqueda de nuevas fuentes de antioxidantes, preferentemente de origen vegetal, 
que pueden disminuir o eliminar las reacciones de degradación oxidativa en sistemas 
biológicos ha ido en aumento en los últimos tiempos (Puertas, et al., 2009). 
Se han realizado numerosos estudios sobre plantas medicinales que demuestran que 
algunos componentes de éstas presentan actividad antioxidante y son capaces de 
ejercer efectos protectores contra el estrés oxidativo en los sistemas vivos (Cao, et al., 
1996). Por lo tanto, existe un creciente interés en la búsqueda de antioxidantes de 
origen natural para prevenir el daño ocasionado por el estrés oxidativo producto de 
las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (Mosquera, et al., 2007). 
Una de las técnicas más utilizadas para evaluar la actividad antioxidante in vitro es la 
de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH); Almeida, et al., (2009) evaluaron ésta 
capacidad del extracto acuoso de hojas de Eucalyptus globulus donde se menciona 
que el extracto presentó una notable capacidad de captura de radicales. 
Otros investigadores, Pereira, et al., (2007), utilizaron la misma técnica (DPPH) y 
realizaron un estudio para determinar la actividad antioxidante de las hojas de nogal, 
(Junglans regia), cultivados en Portugal presentando buena actividad antioxidante. 
También por la técnica anterior, Topal, et al., (2008), determinaron la actividad 
antioxidante de las plantas Melissa officinalis L., Rosmarinus officinalis L., Cuminum 
cyminum L., Piper nigrum L., Lavandula stoechas spp., Foeniculum vulgare, 
Pimpinella anisum L., Thymus serpyllum y Liquidamber orientalis Mill, de acuerdo a 
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los resultados obtenidos los aceites esenciales de R. officinalis, Cuminum C., P. 
anisum, serpyllum T. y L. orientalis mostraron mayor capacidad de captura de 
radicales libres. 
2.3.- Actividad antimicrobiana 
La infección del tracto urinario (ITU) es considerada generalmente como la existencia 
de microorganismos patógenos en el tracto urinario con o sin presencia de síntomas. 
En más del 95% de los casos, un único microorganismo es el responsable de la ITU. 
El agente etiológico más frecuente es Escherichia coli,  Sin embargo, existen otros 
microorganismos que pueden verse involucrados en este padecimiento como: 
Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter, Proteus, Staphylococcus, Mycoplasma, 
Chlamydia, Serratia y Neisseria spp (Amit, et al., 2012).   
En los últimos años se ha descrito un aumento progresivo de la resistencia a los 
antimicrobianos en bacterias causantes de ITU, fundamentalmente en Escherichia 
coli y otras bacterias Gram negativas (Vallano, et al., 2006). 
 
La resistencia a antimicrobianos es un fenómeno por el cual un microorganismo deja 
de verse afectado por un compuesto al que anteriormente era sensible. Representa un 
problema de salud pública, que afecta al tratamiento de enfermedades infecciosas 
causadas por una gran variedad de microorganismos, incluidas las bacterias. 
Actualmente se considera que el proceso de adquisición de resistencia es ocasionado 
por cambios en la permeabilidad y reorganización de la membrana, así como una 
respuesta a nivel genético, como mutaciones, transferencia horizontal de genes o 
activación de las respuestas de señalización celular como el quorum sensing y la 
formación de biopelículas (Martins, et al., 2013).  
 
La resistencia a los antibióticos ha complicado el tratamiento de las infecciones del 
tracto urinario, por tal motivo ha incrementado la búsqueda de nuevas fuentes con 
actividad biológica frente a microorganismos patógenos. Las plantas medicinales 
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contienen una gran variedad de metabolitos secundarios que pueden ofrecer un 
tratamiento más efectivo y seguro (Bours, et al., 2010). 
 
Se han realizado múltiples estudios para evaluar la actividad antimicrobiana de 
extractos vegetales; Gutiérrez, et al., (1996), valoraron 31 extractos obtenidos de 
plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana, de las cuales mostraron que 5 
de los 31 extractos presentaron la actividad biológica. 
Parsaeimehr, et al., (2010), evaluaron la actividad bactericida de los extractos 
metanólicos de tres especies del género Ephedra contra Escherichia coli, Bacillus 
subtilis, Staphylococcous aureus, Staphylococcus epidermis, Pseudomonas 
aeruginosa, Aspergillus nigra, Candida albicans, Klebsiella pnemoniae, Salmonella 
typhi; de las cuales  los 3 extractos poseen actividad bactericida. 
Otros investigadores evaluaron esta misma actividad, Sharma, et al., (2009), frente a 
patógenos responsables de infecciones del tracto urinario (ITU) de extractos acuosos, 
etanólicos y acetónicos de 15 plantas utilizadas en la medicina tradicional,  los 
resultados mostraron que los extractos acetónicos y etanólicos de las 15 plantas 
presentaron actividad bactericida relevante frente a patógenos causantes de ITU.  
 
2.4.- Ensayo de toxicidad con Artemia salina 
 
El uso de plantas como agentes terapéuticos es una práctica que ha ido en aumento 
entre la población. Lo anterior ha derivado en una gran cantidad de investigaciones 
científicas en las cuales se evalúa su actividad biológica, aportando evidencia del 
contenido de compuestos fitoquímicos con potencial terapéutico (Apu, et al., 2010).  
Sin embargo, es necesario determinar los efectos tóxicos de dichos compuestos 
naturales (Nguta,  et al., 2012).  La toxicidad indica los efectos adversos derivados de 
la interacción entre agentes tóxicos y las células. Es de suma importancia ya que se 
debe evitar el daño a órganos vitales tales como el hígado y riñón. El ensayo de 
letalidad de Artemia salina se considera útil para la evaluación preliminar de la 
toxicidad de extractos vegetales (Syahmi, et al., 2010). A. salina es un crustáceo muy 
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sensible a un amplio rango de compuestos químicos con actividad biológica. Es un 
método que ha demostrado proporcionar una alternativa viable a bioensayos que 
involucra el uso de animales de experimentación, lo cual es costoso y está asociado 
con restricciones éticas. Además, es un método rápido, simple, reproducible y 
económico (Déciga,  et al., 2007). 
2.5.- Berberis trifoliata 
B. trifoliata pertenece a la familia de las berberidáceas, son arbustos densos de 1 a 4.5 
m de altura con tronco amarillo, hojas rígidas alternadas de 3 a 5 cm de longitud, 
pinadas, usualmente dentadas a menudo con punta espinada. Posee flores amarillas y 
frutos rojos en forma de grano con pocas semillas. Se le conoce con diferentes 
nombres vulgares tales como  agrito, agrillo y palo amarillo. 
En la medicina tradicional se utiliza para el tratamiento de infecciones causadas por 
hongos y bacterias, sinusitis, faringitis estreptocócica, intoxicaciones por alimentos, 
giardiasis, amibiasis, psoriasis, inflamación hepática, fiebre, inflamación. 
En cuanto a composición fitoquímica, los principales compuestos encontrados en 
especies del género Berberis, son alcaloides como la berberina y la berbamina, 
además se ha reportado la presencia de taninos, esteroles, triterpenos y compuestos 
fenólicos.
 
Se ha reportado capacidad de captura de radicales libres en plantas pertenecientes a la 
familia Berberidaceae atribuido a la presencia de pigmentos flavonoides 
denominados antocianinas. Por otra parte, existen reportes en los que se atribuye 
actividad antimicrobiana a extractos hidroalcohólicos de diversas plantas de la familia 
Berberidaceae (Agata,  et al., 2014; Li, et al 2007).
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3.- DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 
La litiasis urinaria es el tercer padecimiento más común del tracto urinario que 
constituye un problema de salud pública por su alta morbilidad, ocasionando un 
elevado número de consultas médicas e ingresos hospitalarios, con repercusión 
económica y social. Es un padecimiento en el cual existe el riesgo de desarrollar 
complicaciones importantes y frecuentes, como: obstrucción urinaria y anuria, 
fracaso renal agudo o insuficiencia renal crónica e infección urinaria. Ésta última 
generalmente ocasionada por bacterias que en algunas ocasiones han desarrollado 
mecanismos de defensa frente a los agentes antimicrobianos. Por otra parte, el 
tratamiento disponible para la litiasis urinaria no es efectivo o presenta efectos 
secundarios adversos; diversos estudios sugieren que bajo ciertas condiciones 
patológicas, la formación de radicales libres se incrementa confiriéndoles un papel 
muy importante en la formación de cálculos renales. Con base a lo anterior las plantas 
medicinales son una alternativa para el tratamiento de la urolitiasis y sus posibles 
complicaciones, ya que algunas de ellas contienen metabolitos secundarios con 
actividad antiurolítica, antioxidante y antimicrobiana. 
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4.- HIPÓTESIS 
El extracto metanólico de Berberis trifoliata presenta actividad antiurolítica, 
antimicrobiana, capacidad de captura de radicales libres y no presenta toxicidad. 
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5.- OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar la actividad antiurolítica, antimicrobiana y capacidad de captura de radicales 
libres del extracto metanólico de Berberis trifoliata mediante técnicas in vitro e in 
vivo e identificar parcialmente los principios activos. 
 
6.- OBJETIVOS PARTICULARES 
 
1.- Obtener el extracto metanólico de B. trifoliata por maceración con agitación a 
temperatura ambiente.  
2.- Evaluar la actividad antiurolítica, antimicrobiana y la capacidad de captura de 
radicales libres mediante técnicas in vitro del extracto metanólico crudo de la planta 
en estudio. 
3.- Determinar la toxicidad del extracto obtenido sobre Artemia salina.  
4.- Realizar un fraccionamiento por cromatografía en columna del extracto 
metanólico de la planta en estudio. 
5.- Evaluar la actividad antiurolítica, antimicrobiana y capacidad de captura de 
radicales libres  mediante técnicas in vitro de las fracciones obtenidas del extracto de 
la planta en estudio. 
6.- Evaluar la actividad antiurolítica en un modelo in vivo del extracto metanólico de 
B. trifoliata en un modelo animal en el que se inducirá la litiasis mediante inserción 
de cuerpo extraño en vejiga urinaria.  
7.- Identificar parcialmente los componentes bioactivos mediante pruebas químicas. 
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7.- MATERIAL Y MÉTODOS 
 
7.1.- Material vegetal 
Berberis trifoliata 
Clasificación taxonómica material vegetal 
Reino: Plantae 
 División: Magnoliophyta 
  Clase: Magnoliopsida 
   Orden: Ranuculales 
    Familia: Berberidaceae 
     Género: Berberis    
                  Especie: trifoliata 
Colecta del material vegetal 
 
 
Figura 1.- Sitio de colecta del material vegetal. 
El sitio de colecta del material vegetal (Figura 1) se llevó a cabo en la localidad de 
Casa Blanca ubicada en el municipio de Santa Catarina, Nuevo León. (25°39’08.23’’ 
Santa Catarina 
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Lat. N, 100°42’40.14’’ Long. O. 1169 msnm) en los meses de marzo y abril. Se 
depositó una muestra en el herbario de la Facultad de Ciencias Forestales de la 
Universidad Autónoma de Nuevo León, a cargo del Dr. Eduardo Estrada Castillón 
para identificación taxonómica y asignación de número de voucher. 
 
7.2.- Obtención del extracto 
En la figura 2 se describe el procedimiento para la obtención del extracto metanólico 
de B. trifoliata. Para lo cual, el material vegetal fue secado a temperatura ambiente y 
posteriormente triturado utilizando un molino para grano manual (Victoria). La 
extracción del material vegetal se llevó a cabo mediante maceración en frio con 
agitación constante durante 48 horas utilizando 71.5 g de planta y 300 mL de metanol 
como solvente primario de extracción. El extracto fue filtrado y concentrado 
mediante presión reducida en un rotavapor (Yamato Scientific CO. LTD. RE 200). 
Una vez eliminado el solvente en su totalidad, se procedió a obtener el rendimiento 
del extracto utilizando la siguiente ecuación: 
 
 
                      
  
  
       
Donde: 
PE = Peso obtenido después de la extracción 
PI = Peso inicial del material vegetal a extraer 
  
Figura 2.- Obtención del extracto a partir del material vegetal.  
Secado Triturado Agitación continua 
a temperatura ambiente 
Evaporación de 
disolvente 
Extracto 
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7.3.- Actividad antiurolítica in vitro 
La capacidad inhibitoria del extracto sobre la nucleación de cristales de oxalato de 
calcio se determinó mediante un método espectrofotométrico (Figura 3) para lo cual 
se prepararon dos soluciones; una con cloruro de calcio dihidratado (CaCl2 2H2O) 
(Sigma-Aldrich), a una concentración de  5 mM y otra de oxalato de sodio (Na2C2O4) 
(Sigma-Aldrich), a una concentración de 7.5 mM, posteriormente fueron ajustadas a 
un  pH de 6.5. Ambas soluciones fueron filtradas por triplicado, utilizando un filtro 
de membrana con tamaño de poro de 0.22 µm (Millipore). El ensayo de inhibición de 
la nucleación de cristales de oxalato de calcio se llevó a cabo mezclando 1450 µL de 
la solución de cloruro de calcio, con diferentes concentraciones (100-1000 µg/mL) 
del extracto de B. trifoliata. Paralelo a esto se empleó citrato de potasio (C6H5K3O7) 
de 1000-4000 µg/mL, (Sigma-Aldrich) el cual fue utilizado como control positivo. 
Una vez preparadas, las mezclas se mantuvieron a 37°C en agitación constante 
durante 10 min a 800 rpm utilizando barras magnéticas de 2 x 7 mm (Bel-Art), 
posteriormente se añadieron 1450 µL de oxalato de sodio (Na2C2O4) como agente 
precipitante, manteniendo las condiciones antes descritas. Por último se midió la 
densidad óptica (DO) a 620 nm en un espectrofotómetro (Thermo Fisher Scientific 
Genesys 20). El porcentaje de inhibición de la nucleación fue calculado utilizando la 
siguiente ecuación:  
                            
         
         
       
 
Figura 3.-  Ensayo actividad antiurolítica in vitro. 
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7.4.- Capacidad de captura de radicales libres 
La capacidad de captura de radicales libres se determinó utilizando el método del 2,2-
Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Figura 4).
 
Para este ensayo, se vertieron 1900 µL 
(20 µg/mL) de una solución metanólica del reactivo DPPH (Sigma-Aldrich 
Chemistry), en tubos de ensaye de 12 x 75 mm, los cuales contenían 100 µL del 
extracto a diferentes concentraciones (5-50 µg/mL) o 100 µL de una solución (5-25 
µg/mL) de vitamina E (Sigma-Aldrich Chemistry), utilizada como control positivo. A 
continuación se procedió a incubar las muestras a temperatura ambiente durante 20 
min en oscuridad, transcurrido el tiempo de incubación los cambios en la densidad 
óptica fueron monitoreados a 517 nm en un espectrofotómetro (Thermo Fisher 
Scientific Genesys 20). La disminución en la densidad óptica de la mezcla de la 
reacción, indicó la capacidad de captura de radicales libres. Finalmente los resultados 
se expresaron como la concentración media efectiva (EC50) en la cual una muestra 
causa un decremento del 50% de la concentración inicial de DPPH. 
 
Figura 4.-  Evaluación de la capacidad de captura de radicales libres. 
7.5.- Actividad antimicrobiana 
Se utilizaron aislados clínicos de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis, bacterias Gram negativas responsables de 
infecciones en tracto urinario. Las cepas bacterianas se obtuvieron de la colección del 
Laboratorio de Química Analítica y Química de Productos Naturales de la Facultad 
de Ciencias Biológicas, UANL.  
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Las cepas bacterianas fueron activadas en tubos de ensaye de 12 x 75 mm que 
contenían 3 mL de caldo de cultivo C. Rivas (patente No. 9810892),  el medio fue 
preparado pesando 8.5 g por cada 100 mL de agua destilada y el pH fue ajustado a 
7.0 ± 0.2, el medio se esterilizó bajo condiciones estándar (15 lb/15 min) para 
posteriormente ser sometido a prueba de esterilidad en una incubadora (Felisa) a 
37°C por 18 a 24 h (Figura 5). 
 
Figura 5.- Activación de las bacterias.  
La actividad antimicrobiana del extracto metanólico de B. trifoliata, fue evaluada 
mediante el método de difusión del pozo en agar (Figura 6);
 
 para lo cual se tomaron 
100 µL de los cultivos previamente activados (1 x 10
6 
UFC/mL en la escala de 
McFarland), los cuales fueron sembrados por extensión con la ayuda de un asa 
Drigalski. Posteriormente se realizaron pozos en el agar, de aproximadamente 5 mm 
de diámetro, utilizando un tubo de ensaye invertido, el agar fue retirado con la ayuda 
de una espátula estéril y posteriormente en los pozos se colocaron 50 µL a diferentes 
concentraciones (20, 40 y 60 mg/mL) del extracto. Como control positivo se 
utilizaron 50 µL de gentamicina (0.04 mg/mL) y como blanco 50 µL de metanol. Las 
placas fueron incubadas a 35 ± 2°C por 24 h, después de este tiempo se procedió a 
medir los halos de inhibición, los datos fueron expresados en milímetros, 
considerando el diámetro total del halo sin restar el diámetro del pozo.  
Obtención de cepas  Medio de cultivo 
C. Rivas 
Esterilizado  
bacterianas 
3mL medio 
de cultivo 
 
18 a 24 h/37° C 
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Figura 6.- Evaluación actividad antimicrobiana. 
7.6.- Tamizaje fitoquímico 
Se realizó el Análisis fitoquímico cualitativo para determinar la presencia de 
compuestos y grupos funcionales en el extracto, utilizando las siguientes pruebas 
químicas: 2, 4-dinitrofenilhidrazina (grupo carbonilo), antrona (carbohidratos), Baljet 
(sesquiterpenlactonas), bicarbonato de sodio (grupo carboxilo),  cloruro férrico 
(taninos), Dragendorff  (alcaloides), Liebermann-Burchard (esteroles y triterpenos), 
permanganato de potasio (dobles enlaces), Shinoda (flavonoides), así como para 
coumarinas, quinonas y saponinas. 
2, 4-dinitrofenilhidrazina (grupo carbonilo): Se preparó la solución de reacción 
con 100 mg de 2,4, DFNH + 10 mL de EtOH + 3 mL de HCl y se aforó a 100 mL con 
agua destilada, de ésta  se añadieron unas gotas a la muestra disuelta en etanol, la 
formación de un precipitado amarillo, rojo o naranja indicó la presencia de un grupo 
carbonilo. 
Antrona (carbohidratos): En un tubo de ensaye se colocarán 1-2 mg de la muestra 
disuelta en agua, se adiciona por las paredes del tubo una solución recientemente 
preparada de antrona al 0.2 % en ácido sulfúrico concentrado; la prueba es positiva si 
en la interfase se presenta un anillo azul-verdoso o violeta. 
Alcaloides (Prueba de Dragendorff): Se corre una cromatografía en capa delgada 
con el extracto y se revela con reactivo de Dragendorff, esta será positiva  si se 
produce una  mancha color naranja que debe persistir  más de 24 h y también se 
realiza la prueba directamente en el  extracto: se coloca una pequeña cantidad de 
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muestra disuelta en etanol y se agrega  una o dos gotas del reactivo Dragendorff, la 
prueba es positiva si se produce un precipitado color naranja. 
Preparación del reactivo: 
Solución A: Se disolverán 0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla de 10 mL de  
ácido acético y 40 mL de agua. 
Solución B: Se disolverán 8.0 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua destilada. 
Cumarinas.- Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en una solución de hidróxido de 
sodio al 10 %; si se produce una coloración amarilla, la cual desaparece al acidular, la 
prueba es positiva. 
Dobles enlaces (Prueba de permanganato de potasio): Se disolvieron 1-2 mg de la 
muestra en 1 mL de agua, acetona o metanol y se adicionó gota a gota una solución 
de permanganato de potasio al 2 % en agua; la prueba es positiva si se observa 
decoloración o formación de un precipitado café de bióxido de manganeso. 
Esteroles y triterpenos (Prueba de Liebermann-Burchard): El reactivo se 
preparará mezclando 1 mL de anhídrido acético más 1 mL de cloroformo y 3 gotas de 
ácido sulfúrico concentrado. Una gota del reactivo se le añadirá a la muestra (1-2 mg) 
disuelta en 1 mL de cloroformo o sin disolver, la presencia de un color azul o 
morado, será positiva para esteroles y de color rojizo para triterpenos, en el lapso de 1 
h, particularmente los insaturados. 
Flavonoides (Prueba de Shinoda): Se disolverá 1-2 mg de la muestra en 1 mL de 
etanol agregando unas gotas de ácido clorhídrico concentrado y una o dos limaduras 
de magnesio; si la solución se torna de color rojo intenso, la prueba es positiva, otro 
color como anaranjado, verde o azul pueden estar presentes, flavonas, flavononas, 
flavonoles, flavononoles o xantonas. 
Grupo carboxilo (Prueba de bicarbonato de sodio): Se agregarán unas gotas de la 
solución de bicarbonato de sodio al 10 % en agua a la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 
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mL de agua o etanol. La prueba es positiva si se observa el desprendimiento de 
burbujas de anhídrido carbónico. 
Quinonas: 2 a 3 mg de muestra se le añadirán 1 o 2 gotas de ácido sulfúrico, será  
positiva para quinonas si se colorea de rojo y se confirma al añadir 2-3 gotas de 
hidrosulfito de sodio al 5% decolorando la solución y se regenera el color añadiendo 
de 2-3 gotas de agua oxigenada al 30 %. 
Saponinas: En un tubo de ensaye se colocará la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 mL 
de agua, se sacude y si se forma una espuma abundante y permanece más de 15 min, 
la prueba se considera positiva. 
Sesquiterpenlactonas (Prueba de Baljet): Se utilizarán 2 soluciones que se 
mezclarán en volúmenes iguales antes de usarse. La solución A se preparó pesando 1 
g de ácido pícrico y disolviéndolo en 100 mL de etanol; para la solución B se pesaron 
10 g de hidróxido de sodio, disolviéndolos en 100 mL de agua. Para la prueba se 
colocaran de 3 a 4 mg de compuesto de prueba, añadiendo 3 a 4 gotas del reactivo, 
será positiva si se forma coloración naranjada o roja obscura. 
Taninos (Prueba de cloruro férrico): Se disolvió la muestra (1-2 mg) en 1 mL de 
etanol, añadiendo unas gotas de cloruro férrico al 5 % en etanol; la prueba será 
positiva si produce una  coloración verde obscura o negra. 
7.7.- Ensayo de toxicidad sobre Artemia salina 
Para la eclosión de los nauplios de A. salina se preparó agua de mar artificial 
utilizando 20 g de sal de mar y 6 mg de levadura de cerveza, disueltos en 500 mL de 
agua destilada a pH 7.8. Previo a la realización del ensayo, el agua de mar artificial 
fue acondicionada suministrando aire mediante una bomba para acuario por 24 h. Se 
adecuó un recipiente de vidrio rectangular con medidas de 17 cm x 14 cm  x 7cm, el 
cual consta de un área oscura en donde se incuban los quistes y dos áreas iluminadas 
que permiten mediante fototropismo obtener solo nauplios eclosionados. Después de 
un periodo de incubación de 48 h a temperatura ambiente (23-25°C), aireación y luz 
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constante,  se procedió a llevar a cabo el ensayo utilizando microplacas estériles de 
96 pozos (Costar, Corning, NY, USA), en las cuales se depositaron 10 nauplios en un 
volumen final de 200 µL por pozo y diferentes concentraciones del extracto de B. 
trifoliata (100-10000 µg/mL). Se utilizó dicromato de potasio al 5% (K2Cr2O7) y 
agua de mar como control positivo y negativo respectivamente. La microplaca fue 
incubada por 24 h. Posteriormente se realizó el conteo de nauplios muertos, en cada 
pozo de la microplaca utilizando un estereoscopio. El ensayo fue realizado por 
triplicado y para determinar la dosis letal media (DL50) se realizó un análisis Probit 
con apoyo  del paquete estadístico SPSS 17 (Figura 7). 
 
Figura 7.- Ensayo letalidad Artemia salina. 
7.8.- Actividad antiurolítica in vivo 
Para evaluar esta actividad se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar adultas con un 
peso de entre 300-350 g que se mantuvieron bajo condiciones controladas de 
luz/oscuridad (12h), temperatura (21 ± 2 °C) y humedad relativa (50- 55%). A los 
animales de laboratorio se les proporcionó dieta para roedores y agua ad libitum. 
Éstas se mantuvieron bajo las condiciones anteriormente descritas, por una semana 
previa y durante el desarrollo del ensayo. El manejo y cuidado de los animales se 
efectuó de acuerdo a procedimientos internacionales aprobados y siguiendo las 
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recomendaciones indicadas en las especificaciones técnicas para la producción, 
cuidado y uso de los animales de laboratorio. (NOM062-ZOO-1999). 
Se utilizaron 36 discos de zinc estériles con un peso de 18.2±0.2 mg. 
Para la inducción de litiasis, las ratas fueron intervenidas quirúrgicamente, a las 
cuales les fue administrada previamente vía oral 4 mL de agua purificada, para dilatar 
la vejiga y con esto hacerla visible al momento de la intervención quirúrgica. El 
proceso quirúrgico para la inducción de litiasis se realizó bajo condiciones estériles 
utilizando para la anestecia ketamina (Clorkétam
®
 1000, Vétoquinol laboratorios, 
Mexico) (10 mg/kg i.p) y xilacina (Procin
®
, PiSA Laboratorios, Mexico) (3 mg/kg 
intramuscular). Cuando los reflejos de la córnea y patas disminuyeron, se expuso la 
vejiga urinaria y se retiró la orina por punción y aspiración mediante el uso de una 
jeringa estéril, posteriormente se realizó una pequeña incisión para abrir el lumen e 
insertar un disco de zinc con textura y tamaño estandarizado (18.4 ± 0.2 mg), la 
incisión se cerró con sutura quirúrgica absorbible (VICRYL™ 5-0 USP) y finalmente 
se colocó de nuevo en su sitio; las capas de peritoneo, músculo  y piel se suturaron 
bajo la técnica de cushing por separado utilizando sutura estéril absorbible 
(VICRYL™ 5-0 USP). Cuando las ratas intervenidas quirúrgicamente se recuperaron 
de los efectos de la anestesia, se les administró vía oral analgésico postquirúrgico 
tramadol (Tramadol Jet, NORVET laboratorios, México) (30 mg/kg) y metamizol 
sódico (Prodol-Jee NRV*, NORVET laboratorios, Mexico) (10 mg/kg), repitiendo 
dicha dosis cada 12 h por 3 d.  Además, se les administró por vía oral antibiótico 
enrofloxacino (Baytril 5 %, Bayer) (1 ml/kg). a los animales se les dejó recuperar 
durante 3 d.  
 
Para la evaluación de la actividad biológica, los animales de experimentación se 
dividieron en 5 grupos con 6 animales cada uno y se les administró vía oral mediante 
una cánula el extracto de B. trifoliata por un periodo de 20 d. 
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Los grupos de experimentación se formaron de la siguiente manera: 
 
Grupo I: Control negativo (sin inserción de cuerpo extraño) 
 
Grupo II: Control experimental (inserción de cuerpo extraño) 
 
Grupo III: Inserción de cuerpo extraño y tratamiento con extracto de B. trifoliata 50  
mg/kg. 
 
Grupo IV: Inserción de cuerpo extraño y tratamiento con extracto de B. trifoliata 100 
mg/kg. 
 
Grupo V: Inserción de cuerpo extraño y tratamiento con extracto de B. trifoliata 150 
mg/kg. 
Los animales que enfermaron y murieron durante el periodo experimental no fueron 
reemplazados.  
Para monitorear la deposición de cristales en el disco de zinc implantado en la vejiga 
de las ratas se les  realizó un examen radiológico con un aparato de rayos X (The 
Weber dental MFG, Co, Canton, Ohio, USA),  para esto el animal se mantuvo bajo 
anestesia ligera utilizando ketamina (10 mg/kg i.p) y Xilacina (3 mg/kg i.m)  en 
posición anteroposterior para exponer la región pélvica. 
 
Después de transcurridos 20 d del tratamiento, se practicó eutanasia a los animales 
mediante anestesia profunda, posteriormente se expuso la vejiga urinaria y se retiró el 
disco de zinc implantado el cual fue pesado en una balanza analítica (Ohaus); la 
diferencia entre el peso inicial del disco de zinc implantado y el peso final con el  
cálculo seco extraído después de los 20 d del experimento, nos permitió calcular  la 
cantidad de cálculos renales depositados y así determinar actividad antiurolítica de 
los extractos evaluados. 
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Los resultados se expresaron como la media ± error estándar de la media (EEM) con 
un límite de confianza del 95%. Se llevó a cabo un análisis de varianza (ANOVA) 
seguido de una prueba spot-hoc Dunnett, para determinar si existe diferencia 
significativa en el peso del depósito del cálculo renal sobre el disco implantado entre 
los grupos de tratamiento y el grupo control. El análisis estadístico se realizó 
utilizando  el paquete estadístico SPSS (Statistical Package for the Social Science, 
version 20.0, SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA). A continuación la figura 8 muestra 
el procedimiento antes descrito para evaluar la actividad antiurolítica  in vivo. 
 
Figura 8.- Evaluación actividad antiurolítica in vivo. 
 
7.9.- Fraccionamiento del extracto 
Para el fraccionamiento del extracto se empleó la técnica de cromatografía en 
columna para la cual se utilizó una columna de vidrio de 51 cm de largo por 2 cm de 
diámetro. Se utilizaron 3 g de extracto, como fase estacionaria se emplearon 75g de 
sílica gel para columna (Sigma-aldrich, 200-400 mallas) y como fase móvil se 
utilizaron los siguientes sistemas de disolventes: cloroformo-metanol (1:0, 9:1, 8:2, 
7:3, 6:4, 1:1) de 150 mL cada uno. El proceso de elución de la columna con los 
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distintos sistemas de disolventes se realizó por triplicado para obtener cantidad 
suficiente de muestra. 
 
Las fracciones colectadas mediante cromatografía en columna, fueron analizadas en 
cromatografía en capa fina y se agruparon acorde a su RF. Para lo anterior se 
utilizaron cromatoplacas de vidrio de 20cm x 20 cm. La fase estacionaria utilizada 
fue sílica gel para cromatografía en capa fina (Merck). La muestra a analizar se 
colocó por medio de un capilar de vidrio sobre la cromatoplaca y una vez seca se 
introdujo en una cuba para cromatografía la cual contenía como fase móvil el sistema 
cloroformo-metanol 8.5:1.5 (100 mL). Las placas fueron reveladas utilizando luz UV 
así como yodo resublimado. Finalmente se procedió a evaluar la actividad 
antiurolítica  in vitro de las fracciones obtenidas. La figura 9 esquematiza el 
procedimiento para la obtención de las fracciones. 
 
 
Figura 9.- Fraccionamiento del extracto. 
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8.- RESULTADOS 
8.1.- Identificación taxonómica de la planta en estudio  
La planta fue identificada como Berberis trifoliata  por personal del herbario de la 
Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad Autónoma de Nuevo León, 
(FCNL) a cargo del Dr. Eduardo Estrada Castillón y se le asignó número de Registro  
0100. 
8.2.-Rendimiento del extracto 
El rendimiento obtenido del extracto metanólico por maceración de B. trifoliata fue 
de: 5.40 % p/p.  
8.3.- Actividad antiurolítica  in vitro 
En el ensayo in vitro de la actividad antiurolítica, se determinó, por medio de un 
método turbidimétrico, el efecto del extracto metanólico de Berberis trifoliata sobre 
la etapa de nucleación en la cristalización del oxalato de calcio. Los resultados 
demuestran que la adición del extracto de B. trifoliata a diversas concentraciones 
(100 a 1000 μg/mL) tiene un efecto inhibitorio sobre la nucleación de los cristales de 
oxalato de calcio (CaOx), lo cual se refleja en las lecturas de la densidad óptica ya 
que éstas disminuyeron a medida que se incrementó la concentración del extracto en 
estudio; presentando un porcentaje de inhibición dosis-dependiente (Figura 10), 
encontrando que a una concentración de 1000 μg/mL se obtuvo una inhibición de 93 
±0.01 %. Se utilizó citrato de potasio como control positivo, en el que se observó 
comportamiento similar dosis-dependiente, para el cual se requirió 3750 μg/mL para 
obtener el mismo efecto que el extracto (Figura 11). En tanto el control negativo, el 
cual solo contiene las soluciones de CaCl2 y Na2C2O4 sin adición de extracto, luego 
de añadir el agente precipitante (Na2C2O4) para inducir la nucleación, se observa un 
aumento significativo en la turbidez del medio.  
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Figura 10.- Porcentaje de inhibición del extracto metanólico de B. trifoliata sobre la 
nucleación de cristales de oxalato de calcio. 
 
Figura 11.- Porcentaje de inhibición del citrato de potasio (C6H5K3O7) sobre la 
nucleación de cristales de oxalato de calcio. 
 
8.4.- Capacidad de captura de radicales libres 
La evaluación de la capacidad de captura de radicales libres del extracto metanólico 
de  B. trifoliata a diversas concentraciones (100 -1000 µg/mL) se llevó a cabo in vitro 
mediante el método del radical DPPH. Para esto se calculó el porcentaje de capacidad 
de captura de radicales libres del extracto en estudio, así como de la vitamina E a 
diferentes concentraciones (2- 20 µg/mL) la cual se utilizó como control positivo. En 
los resultados se observa que tanto el extracto como la vitamina “E” presentaron un 
comportamiento dosis-dependiente ya que a medida que aumenta la concentración 
existe una tendencia de mayor capacidad de captura de radicales libres (Figura 12 y 
13). El porcentaje de captura del radical por parte del extracto osciló en un rango de 
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15 a 94% mientras que para la vitamina “E” fue de 9 a 94%. A partir del porcentaje 
de captura del radical DPPH del extracto en estudio y la vitamina “E”, se calculó la 
concentración efectiva media (EC50) a través de un análisis de regresión PROBIT 
utilizando el paquete estadístico SPSS 17.  Los resultados expresados en términos de 
la concentración efectiva media (EC50) para el extracto y la vitamina “E” fueron de 
12.84 y 6.36 μg/mL respectivamente (Figura 13). 
 
 
Figura  12.- Capacidad de captura (%) de radical libre DPPH del extracto metanólico 
de B. trifoliata. 
 
Figura  13.- Capacidad de captura (%) de radical libre DPPH por parte de la vitamina 
“E”.  
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Figura 14.- Concentración media efectiva (EC50) del extracto metanólico de B. 
trifoliata  y vitamina “E”. 
8.5.- Actividad antimicrobiana 
La evaluación de la actividad antimicrobiana del extracto crudo a diversas 
concentraciones se llevó a cabo mediante la técnica de difusión en pozo en agar, para 
lo cual, se utilizaron cepas de aislados clínicos responsables de infecciones en vías 
urinarias. La actividad antimicrobiana es determinada a través del diámetro del halo 
de inhibición. Una vez transcurrido el periodo de incubación se analizaron las placas, 
en las cuales no se observó la formación de halos de inhibición en presencia de los 
microorganismos a ninguna de las concentraciones del extracto evaluadas. Los 
resultados obtenidos indican que el extracto no posee actividad antimicrobiana en las 
condiciones en que fue probado, frente a las cepas de aislados clínicos utilizadas. 
8.6.- Tamizaje fitoquímico 
Para determinar la presencia de diversos constituyentes químicos en el extracto 
metanólico crudo de  B. trifoliata, se realizó un tamizaje fitoquímico, empleando 
diversas técnicas colorimétricas. Al analizar los resultados se comprueba la 
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diversidad de compuestos y grupos funcionales presentes en el extracto en estudio en 
los que figuran carbohidratos, cumarinas, dobles enlaces, flavonoides, grupo 
carboxilo, sesquiterpenlactonas, alcaloides y taninos a los cuales se les atribuye 
actividad biológica.  
Tabla I.- Resultados tamizaje fitoquímico del extracto metanólico de B. trifoliata. 
 
 
8.7.- Ensayo toxicidad Artemia salina 
Para determinar la toxicidad del extracto se realizó el ensayo sobre A. salina con 
diferentes concentraciones del extracto metanólico de B. trifoliata (por triplicado). En 
el grupo control negativo (agua de mar) no se observaron alteraciones en el 
Metabolito o grupo funcional 
Alcaloides 
 Carbohidratos 
 
 
Taninos 
 
Sesquiterpenlactonas 
 
Saponinas 
 
Quinonas 
 
Carboxilos 
 
Carbonilos 
 
Flavonoides 
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- 
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comportamiento de los nauplios y la viabilidad fue del 100 %;  por otro lado, en el 
grupo del control positivo (K2Cr2O7 al 5%) se manifestaron efectos tóxicos a las 24 h 
de exposición, con  un porcentaje de viabilidad del 0%; en el extracto de la planta en 
estudio a las concentraciones de 900 y 1000 µg/mL a las 24 h se observó dificultad en 
movimiento de nado de las larvas. El grado de toxicidad se determina en función del 
valor de su DL50 con el siguiente criterio: Toxicidad alta de 0 - 100 μg/mL, moderada 
de 100 - 500 μg/mL, ligera de 500 - 1000 μg/mL ligera y no tóxico con un valor 
mayor a 1000 μg/mL (Nguta, et al., 2006). Para el extracto en estudio se obtuvo una 
DL50 de 925 μg/mL, por lo cual es ligeramente tóxico. 
8.8.- Actividad antiurolítica in vivo 
La deposición de cristales alrededor de los discos implantados en los distintos grupos 
de estudio se monitoreó por medio de toma de placas de rayos X (Figura 14). Los 
resultados obtenidos en el ensayo de la actividad antiurolítica in vivo mediante la 
técnica de inserción de cuerpo extraño se muestran en la figura 15. Al terminar el 
periodo de tratamiento, se retiraron los discos de zinc implantados y se analizaron. En 
el Grupo I.- Control Negativo sin inserción de cuerpo extraño no se produjo la 
formación de cálculos en vejiga;  en el Grupo II.- Control Positivo con inserción de 
cuerpo extraño se le produjo una considerable deposición de cristales alrededor del 
disco de zinc implantado con un peso promedio de 94.62 ±12.01 mg; en los grupos 
III, IV y V Tratamiento: con inserción de cuerpo extraño y tratamiento con extracto 
de B. trifoliata a 50, 100 y 150 mg/kg v.o. respectivamente se produjeron una  
deposición de cristales alrededor del disco de zinc significativamente menores que el 
control experimental, con un peso promedio de 24. 28, 19.11 y 18.53 mg 
respectivamente. Los resultados demuestran que la deposición de cristales alrededor 
del disco de zinc se inhibió significativamente evitando la formación de cálculos. Así 
mismo, mediante la prueba de Dunnet, al comparar el peso promedio con respecto a 
la deposición de cristales alrededor del disco de zinc, no se encontraron diferencias 
significativas entre los tratamientos (Figura 16). 
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Figura 15.-  Monitoreo por rayos X de la deposición de cristales alrededor del disco 
de zinc insertado en los animales de experimentación. (a) Control Negativo, (b) 
Control Positivo (inserción de disco de zinc sin tratamiento), (c) Tratamiento con 50 
mg/kg v.o de  B. trifoliata e inserción de disco de zinc (d). Tratamiento con 100 
mg/kg v.o de  B. trifoliata e inserción de disco de zinc (e) Tratamiento con 150 mg/kg 
v.o de  B. trifoliata e inserción de disco de zinc. 
 
 
 
 
Figura 16.- Discos de zinc extraídos de los animales de experimentación: A.- Control 
Positivo (inserción de disco de zinc sin tratamiento), B.- Tratamiento con 50 mg/kg 
v.o de  B. trifoliata e inserción de disco de zinc, C.- Tratamiento con 100 mg/kg v.o 
de  B. trifoliata e inserción de disco de zinc y D.- Tratamiento con 150 mg/kg v.o de  
B. trifoliata e inserción de disco de zinc.  
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A B C 
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Figura 17.- Estadística descriptiva (media ± error estándar) de la deposición de 
cristales sobre el disco de zinc. Con los tratamientos a diferente concentración de B. 
trifoliata y el control positivo (F = 206.50, p <0.01). Misma letra indica que no existe 
diferencia significativa entre las medias de  los tratamientos. 
8.9.- Fraccionamiento del extracto 
Mediante cromatografía en columna se colectaron 73 fracciones, las cuales fueron 
analizadas mediante cromatografía en capa fina y fueron agrupadas acorde a su RF, 
dando como resultado 5 fracciones dentro de las cuales la fracción denominada 
F39/46 presentó actividad antiurolítica in vitro. 
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9.- DISCUSIÓN 
Los productos naturales son sustancias producidas por cualquier organismo vivo que 
habita en la naturaleza. Las plantas producen una serie de metabolitos secundarios 
denominados constituyentes fitoquímicos los cuales presentan actividad biológica que 
les atribuye diversos efectos terapéuticos (Azwanida, 2015; Valencia, 1995).  
 
Para la obtención de productos naturales inicialmente se lleva a cabo un proceso de 
extracción, el cual implica la separación de componentes biológicamente activos de 
los inactivos o inertes en tejidos vegetales o animales utilizando disolventes 
selectivos (Handa, et al., 2008). Se dispone de una amplia gama de técnicas para la 
obtención de los extractos de origen vegetal entre las que se encuentran maceración 
estática y con agitación, Soxhlet, infusión, decocción, percolación, entre otras. Así 
mismo se dispone de métodos más modernos tales como la extracción asistida por 
microondas, extracción asistida por ultrasonido y extracción con fluidos en 
condiciones supercríticas (Azwanida, 2015; Sarker, et al., 2005). Dentro de los 
parámetros a considerar en la obtención de un extracto se encuentra la técnica de 
extracción utilizada, ya que juega un papel muy importante y crucial en la evaluación 
de la actividad biológica de productos naturales (Azmir, et al., 2013). En el presente 
trabajo la obtención del extracto de B. trifoliata se realizó por medio de maceración 
ya que es una técnica ampliamente utilizada por ser sencilla, económica y a diferencia 
de otras técnicas en las que se utiliza calor, se lleva a cabo a temperatura ambiente 
evitando que el material extraído se encuentre sujeto a un calentamiento continuo que 
pueda provocar la posible degradación de compuestos termolábiles (Valencia, 1995; 
Heinrich, et al., 2012). Así mismo, es una técnica que permite realizar una variante en 
la que se aplica agitación, facilitando la extracción al aumentar la difusión por parte 
del disolvente que entra en contacto con el material vegetal. Mediante la agitación se 
elimina de la superficie de la muestra la porción del disolvente que ya se encuentra 
saturada poniendo en contacto nuevas cantidades de disolvente pobre en las 
sustancias extraídas permitiendo que un nuevo punto de equilibrio de saturación sea 
alcanzado aumentando con esto el rendimiento de la extracción (Azmir, et al., 2013).  
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Dentro del proceso de extracción, otro de los factores relevantes que influye en la 
efectividad del proceso es la elección del disolvente, donde deben ser considerados 
aspectos relacionados con la solubilidad, selectividad, facilidad de manipulación, así 
como grado y pureza del disolvente. (Sarker, et al., 2005). La elección del disolvente 
se da principalmente en función de los compuestos de interés a aislar con base en su 
polaridad. Los disolventes se clasifican en polares, semipolares y no polares 
(Olaribigbe, 2015). En nuestro caso la extracción se llevó a cabo utilizando metanol. 
Lo anterior debido a que los alcoholes alifáticos de hasta 3 carbonos, como lo es el 
metanol, son los más utilizados en la extracción de metabolitos con actividad 
biológica ya que estas sustancias logran extraer la gran mayoría de sustancias 
naturales de interés. (Sharapin, 2000;  Marcano y Hasegawa, 2002).  
 
El objetivo principal de este estudio fue evaluar  la actividad antiurolítica del extracto 
metanólico de B. trifoliata. Actualmente se disponen de una amplia gama de técnicas 
de ensayo que se utilizan para evaluar el potencial terapéutico de extractos o 
compuestos de origen natural frente a diversas condiciones fisiopatológicas, entre 
ellas la urolitiasis (Salman, et al., 2016). En el ámbito de la investigación de la 
urolitiasis, se disponen de diversos métodos experimentales tanto in vitro como in 
vivo, los cuales difieren cualitativa y cuantitativamente en la forma de reproducir los 
aspectos del sistema urinario así como del proceso de cristalización (Kavanagh, 
2006). En la litogénesis se ven involucrados una serie de complejos procesos 
fisicoquímicos que dan lugar a la formación de cristales mediante de las etapas de 
nucleación, crecimiento y agregación (Atmani y  Khan, 2000; Bashir y Gilani, 2009). 
Los modelos in vitro simulan estas etapas permitiendo evaluar la acción profiláctica 
del compuesto en estudio (Thakur, et al., 2013). Entre los métodos in vitro utilizados 
en el estudio de la actividad antiurolítica se encuentran los espectrofotométricos, 
titrimétricos, estáticos de flujo simultaneo y de crecimiento de cristales en gel de 
sílice (Saravanan, et al., 2006; Salman, et al., 2016). De los diversos métodos 
existentes para evaluar la actividad antiurolítica in vitro, se utilizó un método 
espectrofotométrico para medir la capacidad de inhibir el proceso de nucleación por 
parte del extracto en estudio. Estos métodos son los más ampliamente utilizadas en el 
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ámbito de la investigación de la urolitiasis que se basan en la medición de los 
cambios en la turbidez debido a la nucleación y agregación de cristales de oxalato de 
calcio. El estudio se enfocó en la determinación del porcentaje de inhibición sobre la 
etapa de nucleación, debido a que ésta es la parte inicial del proceso en la 
cristalización que dará lugar posteriormente a la formación del cálculo urinario.  
Los resultados de la actividad in vitro mostraron que tras la adición tanto del extracto 
como del citrato de potasio a las concentraciones evaluadas, las lecturas de la 
absorbancia disminuyeron a medida que aumentó la concentración de éstos, lo que 
indica una disminución en cuanto al proceso de nucleación de cristales dispersos en 
solución dosis dependiente. Resulta evidente que la concentración requerida de 
extracto para obtener un porcentaje de inhibición relevante es considerablemente 
menor con respecto a la del citrato de potasio ya que el porcentaje de inhibición de la 
nucleación del extracto a 1000 μg/mL fue de 93 ±0.01 % mientras que el citrato de 
potasio logra obtener el mismo efecto inhibitorio a una concentración de 3750 μg/mL. 
Éstos resultados sugieren que el extracto metanólico de B. trifoliata presentó in vitro 
actividad antiurolítica relevante en cuanto a inhibición del proceso de nucleación en 
litiasis renal. La inhibición de la nucleación sugiere disminución en la 
biodisponibilidad de los minerales que promueven la formación de cristales. (Salman, 
et al. 2016). Los tratamientos actualmente disponibles alteran la composición de la 
orina con lo cual logran disminuir la sobresaturación. Sin embargo, no existe algún 
fármaco que inhiba directamente el proceso de la cristalización en la orina, por lo que 
los compuestos que sean capaces de inhibir dicho proceso representarían una 
alternativa como una nueva clase de fármacos (Devkar, et al., 2016).  
 
Los compuestos de origen natural han sido utilizados durante mucho tiempo para el 
tratamiento de la litiasis renal, dentro de estos se encuentran los fitoquímicos 
derivados de plantas medicinales que poseen múltiples constituyentes con acción 
terapéutica que no presentan efectos secundarios adversos y son accesibles a una gran 
población (Khan, et al., 2012). Durante siglos las plantas han sido una fuente 
terapéutica para el tratamiento de patologías diversas. En la actualidad, debido a la 
falta de acceso a la medicina moderna, el uso de la fitoterapia está ampliamente 
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extendido, ya que las plantas representan una alternativa en la atención a la salud 
frente a los tratamientos alópatas debido a que son un recurso abundante y de fácil 
acceso. Para el tratamiento de la urolitiasis existen diversos compuestos de origen 
vegetal que se utilizan en la práctica clínica habitual (Morán, et al., 2012). 
En relación con el uso de la fitoterapia en la enfermedad litiásica se han desarrollado 
diversos estudios que evalúan la actividad antiurolítica de extractos obtenidos a partir 
de plantas utilizadas en la medicina tradicional, entre las que se encuentran Rotula 
aquatica (Sasikala,  et al., 2013 ) Origanum vulgare (Khan,  et al., 2011), Bergenia 
ligulata (Bashir y Gilani, 2009). Los resultados obtenidos demuestran que las plantas 
anteriormente mencionadas, al igual que el extracto de B. trifoliata, poseen sustancias 
con efecto terapéutico sobre las diversas etapas involucradas en la urolitiasis. Se han 
propuesto diversos mecanismos de acción por parte de los extractos que presentan 
actividad antiurolítica entre los que se encuentra el aumento en la excreción de citrato 
urinario, disminución en la excreción de oxalato y calcio urinario. Así mismo el 
efecto terapéutico se ha atribuido a efectos diuréticos y antioxidantes. 
La evaluación de la actividad antiurolítica de compuestos obtenidos a partir de 
diferentes fuentes naturales, tales como las plantas, se lleva a cabo  generalmente en 
modelos experimentales que abarcan las etapas de nucleación, agregación y 
crecimiento de cristales, los cuales son procesos involucrados en la urolitiasis 
(Hirayama, et al., 1993; Naghii, et al., 2015). Aunque los modelos in vitro 
proporcionan una vía que permite simular la mayoría de las etapas involucradas en el 
proceso de formación de cálculos renales, no es posible determinar los efectos de los 
promotores e inhibidores endógenos involucrados en el proceso de la litiasis 
(Meiouet, et al., 2011). Por lo tanto, es preferible implementar modelos in vivo que 
utilizan animales con los que es posible evaluar en etapas de investigación preliminar 
la acción terapéutica de compuestos de origen vegetal, teniendo en cuenta la mayoría 
de los factores involucrados en patologías diversas tales como la urolitiasis (Biyani,  
et al., 2007; Khan, 1997).  
Tomando en cuenta las consideraciones antes descritas, en éste estudio con el 
objetivo de confirmar los resultados obtenidos en la fase experimental in vitro, se 
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llevó a cabo la evaluación del extracto de B. trifoliata en un modelo in vivo en ratas 
de la cepa Wistar. De los distintos animales utilizados en la evaluación de la actividad 
antiurolítica, las ratas son utilizadas generalmente como animales de experimentación 
debido a las considerables similitudes que existen en la estructura y fisiología de los 
sistemas urinarios de humanos y las ratas. Actualmente se disponen de diversos 
modelos experimentales in vivo para investigar los mecanismos subyacentes en la 
formación de cálculos y determinar el efecto de diversos agentes terapéuticos sobre el 
desarrollo y progresión de la urolitiasis. La formación de cálculos puede ser inducida 
experimentalmente por medio de la administración de productos químicos o por 
medio de la inserción quirúrgica de un cuerpo extraño en vejiga de animales de 
experimentación. La inducción química de cálculos renales se lleva a cabo mediante 
la administración oral de etilenglicol, oxalato, cloruro de amonio, vitamina D3, 
sulfato de gentamicina, ácido glicólico, gluconato de calcio o L-hidroxiprolina. Éstos 
productos químicos pueden alterar procesos bioquímicos dando lugar a una excesiva 
formación de oxalato en la orina, produciendo la precipitación de sustancias que dan 
lugar a la formación de cálculos. Sin embargo, estos modelos están asociados con una 
alta incidencia de nefrotoxicidad, acidosis metabólica y ocurrencia de cálculos en la 
corteza renal lo cual es una situación contraria a la encontrada en la urolitiasis 
humana. (Liu, et al., 2007). Por lo tanto éste modelo fue descartado para la 
realización del presente trabajo ya que no representan la enfermedad tal y como se 
manifiesta clínicamente. En los modelos en los cuales se induce la formación de 
cálculos mediante la inserción de cuerpo extraño en vejiga, los materiales utilizados 
son discos de zinc, cristales de oxalato de calcio, discos de plástico y piezas de 
material quirúrgico no absorbible. Estos modelos se emplean para estudiar el efecto 
de sustancias que puedan inhibir el efecto de los urolitos preformados y aquellas que 
aceleren su disolución. (Singh, et al., 2010; Singh,  et al., 2010). El modelo de 
inserción de disco de zinc induce cálculos con daño mínimo e imita la etiología de la 
formación de cálculos urinarios en humanos (Khan, 1997) convirtiéndolo en el 
método más ampliamente utilizado y reportado científicamente (Singh,  et al., 2010). 
Por lo antes mencionado se seleccionó este método para la evaluación de la actividad 
antiurolítica del extracto de B. trifolata. En este modelo, el disco de zinc implantado 
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actúa como un nidus que conduce posteriormente a la deposición de un urolito 
(Yamaguchi, et al., 2005). 
Los resultados de este estudio muestran que el extracto a las diferentes 
concentraciones administradas resulta eficaz en la prevención de la formación de 
urolitos ya que reduce significativamente la deposición de cristales alrededor del 
disco implantado, lo cual previene la formación, reduce el número y disrupción de 
cálculos formados en las ratas que se les indujo la litiasis por vía de inserción del 
disco de zinc. No se observó diferencia significativa por parte de las concentraciones 
administradas del extracto sobre la inhibición de cálculos en vejiga. Además, el 
extracto no produjo signos visibles de toxicidad o cambio en la actividad motora 
espontánea durante los 20 d de administración. El efecto antiurolítico del extracto, se 
debe probablemente a que mantiene las partículas responsables de la cristalización 
dispersas en solución, permitiendo que sean eliminadas fácilmente del tracto urinario, 
reduciendo la posibilidad de que se acumulen y favorezcan las condiciones para la 
formación de cálculos urinarios. 
En el ámbito de la investigación de la urolitiasis, existen diversos reportes en los 
cuales se lleva a cabo la evaluación in vivo del potencial terapéutico de plantas 
basado en antecedentes etnobotánicos. Plantas como Abelmoschus moschatus (Pawar 
y Vyawahare, 2016), Lantana cámara (Vyas y Argal, 2013),  Terminalia arjuna 
(Mittal, et al., 2016).  Aerva lanata (Dinnimath y Sunil, 2015) Punica granatum 
(Rathod, et al., 2012), han demostrado tener actividad antiurolítica. Las plantas 
contienen múltiples constituyentes fitoquímicos con actividad biológica diversa. 
Dentro de los metabolitos a los que se les atribuye actividad antiurolítica se 
encuentran los flavonoides, alcaloides, ácidos orgánicos, saponinas, esteroides, 
carbohidratos, taninos, compuestos fenólicos, terpenoides, esteroles, glicosidos, 
sesquiterpenos, carotenoides y aminoácidos (Khajavi, et al., 2011; Touhami,  et al., 
2007). En el análisis fitoquímico preliminar realizado del extracto metanólico de B. 
trifoliata en este trabajo, se identificaron diversos compuestos y grupos funcionales a 
los que posiblemente se les atribuye la actividad antiurolítica entre los que se 
encuentran: carbohidratos, flavonoides, cumarinas, sesquiterpenlactonas, alcaloides y 
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taninos. La forma en que actúan estos compuestos es diversa. Los flavonoides poseen 
actividad antioxidante, diurética y capacidad de bloquear los canales de calcio 
(Revuelta, et al., 1997; Pietta, 1998). Las saponinas, tienen la capacidad de disgregar 
la suspensión de mucoproteínas, las cuales fungen como fijadores en el proceso de 
cristalización (Gurocak y Kupeli, 2006). Otros de los compuestos a los que se les 
atribuye actividad antiurolítica son los alcaloides. Las plantas pertenecientes al 
género Berberis, se les considera de interés fitoquímico; éstas son una fuente 
importante de alcaloides tales como la berberina con amplias aplicaciones 
medicinales incluyendo usos terapéuticos para vejiga, riñón y cálculos biliares. Se ha 
reportado que la berberina es terapéuticamente eficaz para la prevención como para el 
tratamiento de la urolitiasis (Bashir y Gilani, 2011). En el extracto en estudio de B. 
trifoliata perteneciente al mismo género se identificó la presencia de alcaloides, 
probablemente son los responsables de la actividad antiurolítica. Sin embargo, no se 
puede descartar la contribución de otros constituyentes fitoquímicos en la actividad 
antiurolítica.  
 
La urololitiasis es una condición en cuya etiología se ven implicados diversos 
mecanismos fisiopatológicos (Naghii,  et al., 2014). Actualmente existe evidencia de 
que los efectos de las reacciones que generan radicales libres juegan un papel muy 
importante como una de las causas en la formación de cálculos renales (Grases, et al., 
1998). Los radicales libres son especies reactivas del oxígeno (ROS) entre los que se 
encuentran el anión superóxido (O
2-
), el radical hidróxilo (OH) y peroxilo (ROO
-
). 
Actualmente se reconoce el papel de los radicales libres como inductores importantes 
de diferentes tipos de enfermedades (Grases,  et al., 1998). El riñón es un órgano 
altamente vulnerable a los daños ocasionados por las especies reactivas del oxígeno 
(Corda, et al., 2001), las cuales están implicadas  en la patogénesis de la urolitiasis al 
alterar el equilibrio en las células del riñón. 
Un alto nivel de oxalato ocasiona una serie de alteraciones en las células epiteliales 
renales, entre las que se encuentran aumento en la producción de radicales libres que 
generan un ambiente oxidante que puede dar lugar a lesiones y posteriormente muerte 
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celular. Estas alteraciones, proporcionan en las células dañadas un entorno favorable 
que aumenta de manera significativa la predisponibilidad de facilitar la adherencia y 
retención de cristales en las células epiteliales renales (Grases, et al., 1998; Devkar,  
et al., 2016). 
Debido a la diversidad de mecanismos involucrados en la fisiopatología de la 
urolitiasis, no ha sido posible desarrollar medicamentos eficaces para su tratamiento. 
(Jyothilakshmi et al., 2014). Por lo tanto, compuestos con propiedades 
farmacológicas múltiples, entre los que se encuentran inhibición de cristalización y 
del estrés oxidativo, son una excelente opción para el desarrollo de medicamentos 
para el tratamiento de la urolitiasis (Khan, et al., 2012). 
 
Actualmente se conoce que diversos compuestos como la vitamina “E”, vitamina 
“C”,  flavonoides y compuestos fenólicos, posen actividad antioxidante lo que les 
atribuye capacidad de prevenir el daño producido en el riñón derivado por estrés 
oxidativo (Mandavia, et al, 2013). Los antioxidantes son sustancias que tienen la 
capacidad de neutralizar la acción oxidante generada por los radicales libres. Estos 
presentan un amplio rango de efectos biológicos incluyendo actividad antimicrobiana, 
antiviral, antiinflamatoria, antialergénica, antitrombótica y antiurolítica. 
 
Las plantas medicinales contienen una gran variedad de constituyentes fitoquímicos, 
que son una fuente importante de compuestos de origen natural con actividad 
antioxidante. (Khan et al., 2012). Los metabolitos secundarios con actividad 
antioxidante pueden ser utilizadas como terapia complementaria en la urolitiasis ya 
que previenen los daños ocasionados al riñón por acción de los radicales libres 
(Devkar,  et al., 2016).  
 
Acorde a los resultados obtenidos en este estudio, el extracto metanólico de B. 
trifoliata, posee actividad antiurolítica tanto in vitro como in vivo la cual puede 
atribuirse a compuestos con actividad antioxidante. En estudios previos se ha 
reportado que compuestos antioxidantes obtenidos a partir de plantas son eficaces en 
el tratamiento de la urolitiasis (Mert, et al., 2014; Bashir y Gilani, 2011; Khan, et al., 
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2012; Mittal, et al., 2015). Por tal motivo se llevó a cabo la evaluación de la 
capacidad de captura de radicales libres del extracto en estudio por el método in vitro 
del radicales libres DPPH. Éste método fue elegido por ser la  técnica más 
ampliamente reportada, teniendo las ventajas de ser rápida, simple y de bajo costo 
(Kedare y Singh, 2011). 
 
La actividad antioxidante se atribuye a la presencia de compuestos con capacidad de 
captura de radicales libres tales como terpenoides y especialmente compuestos 
fenólicos (Sultana, et al., 2009); a éstos últimos se les atribuye potencial terapéutico 
diverso. El análisis fitoquímico del extracto metanólico de la planta en estudio reveló 
la presencia de taninos y flavonoides, compuestos con la actividad antes referida. La 
cristalización es un proceso asociado con el estrés oxidativo. Es posible que estos 
compuestos con actividad antioxidante presentes en el extracto inhiban el proceso de 
cristalización logrando disminuir el estrés oxidativo del tejido renal y la peroxidación 
lipídica ocasionada por el daño en el túbulo renal atribuyéndole actividad antiurolítica 
al extracto.  
La obtención de compuestos antioxidantes a partir de material vegetal se lleva a cabo 
utilizando diversas técnicas de extracción. Los compuestos extraídos y su 
rendimiento dependen principalmente de la naturaleza del disolvente utilizado para la 
extracción ya que cada uno posee características químicas particulares entre las que 
destaca su polaridad que los hace ser solubles o insolubles en un disolvente en 
específico. En este estudio la obtención del extracto de B. trifoliata se realizó con 
metanol ya que es el disolvente más ampliamente utilizado para llevar a cabo la 
obtención a partir de material vegetal de metabolitos con capacidad de captura de 
radicales libres (Peschel,  et al., 2006; Li,  et al., 2006). La técnica que se utilizó fue 
la de maceración a temperatura ambiente con agitación constante, se ha reportado que 
material vegetal extraído por maceración con agitación constante permite obtener 
compuestos que exhiben mayor capacidad de captura de radicales libres (Hsu, et al., 
2006). Con proceso térmico se puede producir la perdida de compuestos con 
capacidad antioxidante, ya que el calor puede acelerar su oxidación y otras reacciones 
degenerativas. (Sultana, et al., 2009). 
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Aunado a que la urolitiasis es un padecimiento en el cual existe el riesgo de 
desarrollar infección en el tracto urinario, debido a que el cálculo obstruye el flujo de 
la orina estableciendo así condiciones favorables para el crecimiento de bacterias, se 
evaluó la actividad antibacteriana del extracto metanólico de B. trifoliata.  
Se ha reportado que diversas bacterias, incluyendo las responsables de infección en 
tracto urinario, han desarrollado diversos mecanismos de resistencia a los agentes 
antimicrobianos, lo que dificulta el tratamiento de las infecciones urinarias (Ullah, et 
al., 2013). La resistencia bacteriana es una condición favorecida, entre otros, por la 
prescripción inadecuada y el uso indiscriminado de antibióticos, prolongación 
innecesaria del tratamiento, utilización de dosis no óptimas y falta de adherencia al 
tratamiento (Mohanasundari,  et al., 2007; Torres, et al., 2007). Se trata de una 
problemática seria y de suma importancia, ya que medicamentos de amplio uso y 
necesarios, tales como TMX/SMX, fluoroquinolonas y betalactámicos podrían perder 
su utilidad terapéutica en infecciones comunes (Suresh,  et al., 2016).  Debido a lo 
anterior, existe la necesidad de la búsqueda de sustancias con actividad 
antimicrobiana para el desarrollo de nuevos fármacos.  
Durante siglos las plantas han sido utilizadas para el tratamiento de patologías 
diversas  ya que contienen constituyentes fitoquímicos con potencial terapéutico, 
mismos que sirven como prototipo para el desarrollo de nuevos medicamentos que 
sean más eficaces y menos tóxicos (Sharma,  et al., 2009). Por lo tanto, se evaluó la 
actividad antibacteriana del extracto en estudio, con el objetivo de conocer si existen 
compuestos con actividad antimicrobiana relevante. El descubrimiento de nuevos 
metabolitos antimicrobianos presentes en las plantas ofrece una alternativa para hacer 
frente a la resistencia generada hacia los antibióticos por parte de algunas cepas de 
microorganismos (Suresh,  et al., 2016).  
Para evaluar la susceptibilidad de microorganismos ante agentes antimicrobianos, 
existen  distintos métodos de laboratorio que pueden ser utilizados (Ramírez y Marin, 
2009), tales como los de difusión y dilución (Apu, et al., 2010; Kumar,  et al., 2012). 
La técnica de difusión ha sido ampliamente usada para evaluar extractos de plantas 
con actividad antimicrobiana y es actualmente recomendada por el Subcomité de 
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Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos (Prabuseenivasn, et al., 
2006; Raybaudi, et al., 2006). Ésta técnica puede realizarse utilizando discos o pozos. 
En este trabajo, la evaluación de la actividad antimicrobiana se llevó a cabo por la 
técnica de difusión en pozo, la elección del método se realizó tomando en cuenta que 
la técnica con discos presenta varias desventajas; una de ellas es que el papel filtro 
utilizado está compuesto de celulosa (uniones b-(1-4) de monómeros de glucosa), 
teniendo muchos grupos hidroxilos libres presentes en cada glucosa, haciendo que la 
superficie del disco sea hidrofílica (Ramírez y Mrin, 2009), interviniendo 
directamente con algunos compuestos catiónicos de los productos naturales, ya que 
son absorbidos en la superficie del disco, impidiendo la difusión de éstos en el agar, 
los compuestos no polares pueden no ser influenciados por dichos grupos hidroxilos y 
difundir fácilmente en el agar (Valgas,  et al., 2007).  
Los resultados obtenidos muestran que el extracto metanólico de B. trifoliata no 
presentó actividad antibacteriana al no inhibir el crecimiento de los microorganismos 
utilizados para el presente estudio. Estos resultados contrastan con reportes previos en 
los que se evaluó la actividad antimicrobiana de extractos hidroalcoholicos de 4 
plantas pertenecientes al género Berberis frente a diversos microorganismos entre los 
que se encontraban Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa y Proteus mirabilis (Singh,  et al., 2007). La diferencia en los resultados 
obtenidos en cuanto a la actividad antimicrobiana en ambos estudios puede radicar en 
que la actividad biológica de extractos vegetales se ve influenciada por diversas 
causas, tales como: momento en que se lleva a cabo la colecta del material vegetal, el 
contenido de metabolitos presentes en la planta puede variar en función de factores 
ambientales y fenológicos (Inácio, et al., 2016). El clima, ubicación geográfica, las 
estaciones del año, la fase fenológica, la carga genética, la temperatura, la altitud, las 
condiciones de cultivo, la humedad, tipo de suelo, disponibilidad de agua, entre otros 
factores, pueden afectar significativamente la calidad y / o la cantidad de compuestos 
bioactivos. (Szakiel, et al, 2011; Pavarini, et al, 2012). Así mismo, la composición 
química también depende de la estación o período vegetativo de la planta, es decir, 
antes o después de la floración (Aleksic y Knezevic, 2014).  
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Otro factor relevante que debe ser considerado es el tipo de cepa utilizada (Dahiya y 
Purkayastha, 2012). En nuestro caso se utilizaron aislados clínicos, que a diferencia 
de cepas de referencia, no se encuentran atenuados y son susceptibles a desarrollar 
continuamente mecanismos de resistencia.  
En el bioensayo de letalidad con Artemia salina el extracto  presentó una DL50 925 
µg/mL. Acorde al criterio de toxicidad en dicho ensayo,  se sabe que los extractos 
derivados de productos naturales con una  DL50 ≤ 1000 µg / mL poseen efectos 
tóxicos.  Por lo tanto, los resultados indican mínima o nula posibilidad de toxicidad 
por parte del extracto metanólico de B.trifoliata. Existen reportes en los cuales se ha 
evaluado la toxicidad de plantas con actividad biológica relevante pertenecientes a la 
familia Berberidaceae y al género Berberis a los cuales pertenece el extracto en 
estudio. Imanshahidi,  et al., (2008) reportaron toxicidad moderada en el extracto de 
Berberis vulgaris; Padjama, et al., (2010) evaluaron actividad biológica y toxicidad 
del extracto de Berberis aristata en donde los resultados indicaron que el extracto 
evaluado no es tóxico. Los resultados obtenidos en dichos reportes coinciden con los 
de nuestro trabajo, debiendo considerar que la toxicidad depende de la especie 
experimental utilizada, dosis y vía de administración (Kamrani,  et al., 2017). 
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10.- CONCLUSIONES 
El extracto metanólico de B. trifoliata inhibe in vitro el proceso de nucleación de 
cristales de oxalato de calcio, posee capacidad de captura de radicales libres y es 
ligeramente tóxico. Así mismo se demostró que el tratamiento con extracto 
metanólico de la planta en estudio reduce la formación de urolitos en ratas a las que 
se les indujo litiasis mediante la inserción de discos de zinc. Con base a estos 
resultados, se considera que el extracto de B. trifoliata ofrece una alternativa frente a 
la urolitiasis.  
 
11.- PERSPECTIVAS 
Se debe considerar a futuro tratar de aislar compuestos con actividad antiurolítica del 
extracto crudo e identificarlos por medio de técnicas espectroscópicas. Así mismo, 
determinar citotoxicidad y genotoxicidad por parte del extracto. 
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